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論文内容要旨
 【序論】天然由来の低分子有機化合物は,これまで医薬・農薬・香料などとして多く利用されてきた.そ
 の中でも植物の二次代謝産物は構造の多様性に富み,様々な生理活性を有することから,抗ガン剤,酵素阻
 害剤などの医薬品の原料や機能性食品の素材となるほか,色素や香料などの食品添加物,化粧品などにも応
 用されている.これら二次代謝産物の大量生産と安定供給のために,植物を用いた代謝工学的物質生産が試
 みられている.二次代謝経路の酵素遺伝子を代謝工学的に利用し,物質生産を達成するためには,まず代謝
 産物の生合成を担う酵素遺伝子を単離する必要がある.さらに,所望の成分のみを特異的に生産するために
 は,その酵素反応機構の特性を分子レベルで解析し,生成物特異性の制御機構に関する基礎研究が必要とな
 るばかりでなく,生合成経路,酵素の細胞内局在性やタンパク質問相互作用など植物二次代謝系の制御機構
 も明らかにし,得られた知見を総合的に活用する必要がある,
 有用な植物二次代謝産物の一つとしてフラボノイド化合物が挙げられる.フラボノイド化合物は,二つの
 フェニル基が3つの炭素原子を介して結合したC6-C3-C6という共通の基本構造を持つ一群の植物色素の総
 称である.フラボノイドは抗ガン作用,抗血圧上昇作用,抗アレルギー作用,抗う歯作用,抗ウィルス作用
 の各種の生理活性を持っため,物質生産の候補として魅力的な研究対象となっている.これらの生理活性を
 有するすべてのフラボノイドはカルコンというフラボノイドを前駆体として合成される.ほとんどの植物に
 おいてこのカルコンは,ベンゼン環の一つ(B環)の4位が水酸基で置換された2),4,4',6'一
 tetrahydroxychalcone(THC)(図1)であるが,黄色キンギョソウ花弁では,THCだけでなくB環の3位
 と4位が置換された2'3,4,4',6'一
 むうむラロ
 欝灘鐡騨・認・一ムズザ
 ルコンを起点として二つの経路が分岐しているこ.出発分子カルコン
 とも知られている.カルコン合成酵素(CHS)の
 図1カルコン合成酵素の反応式
 すぐ下流に位置しうる酵素としてカルコンイソメ出発分子;R2=H,R,=OH,ρcoumar。y1-CoA;R!=OH,R,=OH,
 ラーゼ,カルコン配糖体化酵素,カルコンレダクタcaf£e。y1'CoA;R2=HIRI=H'chmamoyl-C。A'カノレコンlR2=H'
 RFOH,艶ruloyl・CoAlR2=H,RI=OH,THC;R2=OH,R1=OH,
 一ゼが報告されているが,他の植物ではカルコンイPHC,RFH,Rl=H,pin・cembrin;B,B環.基質,生成物中び)
 フェニルプロパノイド由来の部分を赤色で示す.
 ソメラーゼのみを有するものが大部分である.そこ
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 分子モデリングにより解析した(図4).その結果,野生型AmCHSlでは,変異体にはない197位の残基と
 テトラケチド中間体のC1位のカルボニル酸素の水素結合が形成されていた(図4A～C).これまで,E[型
 PKSの基質特異性と伸長分子の縮合回数は酵素のポケットの空聞容積により制御されることが示されてい
 たが,本研究においては,
 この水素結合の形成は,
 ㌶灘餐A欝㌻B》㌻C懲罰
 黛ll鍵臨織繍靴穿暁ρ譜瞭憐響欝
 札矧1〔略、.
 テトラケチドの生成に
 196位の残基の置換が図4AmCHSlの分子モデリング
 A,WTテトラケチド中間体lB,WT・カルコン;C,V196M/T197A一テトラケチド中間体;酸素原
 有効であることが示さ子,赤1窒素原子,青;硫黄原子,黄
 れた.置型PKS酵素は,出発分子に伸長分子が数回縮合するという反応を触媒し,基質の選択性,伸長回
 数の制御により多種多様な化合物を創薬の開発などに重要なケミカルライブラリーを効率的に作製すること
 に優れている.そのため,皿型PKSの代表的な酵素であるCHSを研究することは重要であり本研究の知見
 が反応生成物の制御に活用されることが期待される,
 【CHSとオーロン生合成経路関連酵素のタンパク質問相互作用の解析】
 近年当研究室において,オーロンを合成し黄色の発現を司る酵素aureusidinsynthase(AS)がキンギョ
 ソウから単離・同定され,ASを用いた物質生産が期待されるようになった.ASは,液胞内においてカル
 コン配糖体からオーロン配糖体を一段階で合成する酸化反応を触媒する酵素である.最近の研究によれば,
 ASとカルコン配糖体化酵素(Ca4'GT)をペチュニアや1・レニアに導入すると,トレニアはオーロンを蓄積
 し黄色の花弁をつけるがトレニアの近縁種であるペチュニアはオーロンを生成しない.この原因の一つとし
 て多酵素複合体形成の有無が考えられた.事
 実,シロイヌナズナにおいてCHSは,カルa
 8。。一b
 コンイソメラーゼや他の下流の酵素と樋齪1蹴鵠笹、
 作肘ることが示されている.そこで,CHS歪:1:lBD、P53雷
 AD-丁抗原
 とCa4'GTの相互作用を検討した.その結果,匡2D。
 (ポジティブコント
 両酵素を酵母ツーハイブリッド法,免疫沈降鴨一,。ロール)
 法,表面プラズモン共鳴法により両酵素間でTi圃slBD-CHS
 AD・Ca4'GT
 の相互作用を確認した(図5).これまで配。
 マ
 糖体化酵素が,基質となる化合物を合成する魁瞭騨9c銭s
 酵素と植作用するという知見は得らオ%て♂♂/B匹Ca4GT
 AD・CHS
 おらず,本研究の知見は配糖体化酵素の広範IPl副A
 検出35[切
 な基質特異性を生体内でどのように限定し
 図5CHS1とCa4'GTとの相互作用解析
 ているかを理解する助けとなると考えられA、表面プラズモン共鳴法(リガンド,CHS1)lb,酵母ツーハィブリッ
 る.ド法;c・免疫共沈降法
 【総括】本研究で得られたような酵素反応の分子機構に関する知見や,酵素間相互作用に関する知見を反応
 生成物の特異性を制御に応用し,フラボノイド生合成経路の酵素遺伝子を代謝工学的利用の一助となること
 が期待される.
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